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FRACTIONS MEMBRANAIRES BACTERIENNES IHMUNOSTIMULANTES DANS LE TRAITEMENT 
DE CANCERS 

5 

La presente invention a pour objet Futilisation d'une fraction membranaire de 
bacteries a gram negatif, notamment de Klebsiella pneumoniae pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique immunostimulante et/ou capable d'induire une 
reponse immunitaire antitumorale, destinee en particulier au traitement et a la 

10 prevention des cancers. L'invention comprend en outre des precedes de preparation 
desdites fractions membranaires ainsi que des compositions pharmaceutiques les 
contenant, notamment associees a des composes anticancereux. 

La transformation d'une cellule normale en cellule maligne est le resultat de 
nombreux evenements differents, qui peuvent se produire spontanement, comme les 

15 mutations ou les rearrangements de genes, ou etre induits par des agents chimiques, 
physiques ou viraux. 

Les tumeurs sont infiltrees par des cellules immunocompetentes, notamment 
des lymphocytes, des cellules dendritiques et des macrophages. 

Les macrophages associes aux tumeurs (TAM) proviennent de la circulation 

20 sanguine et sont recrutes sur le site tumoral par des cytokines. Les TAM se lient aux 
cellules tumorales par rintermediaire de glycoproteines, sucres et phospholipides, et 
proliferent au site tumoral (J. Natl. Cancer Inst., 1998, 90:1583). lis y secretent de 
nombreuses cytokines qui participent a leur activite antitumorale. Parmi les plus 
importantes, on trouve le TNFkx et l'EL-12. 

25 L 1 activite antitumorale du TNF-a a et6 demontree dans des modeles 

experimentaux chez la souris (Beyaert R. and Fiers W., Cytokines, chapter 24, 335- 
360 Academic. Press. 1998) et a ete test6e chez Thomme pour traiter les cancers de la 
vessie : seul, ii presente une activite moderee (Steinberg et al., Ann. Oncol., 1992, 
3,741-745 ; Eur. Urol. 1992, 22:112). 

30 La production d'IL-12 par des macrophages actives sert a moduler la reponse 

immunitaire en favorisant la formation de lymphocytes T CD44- de type Thl, qui 
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produisent de I'IL-2 et de 1'IFN-y. L'activite inhibitrice de I'IL-12 sur Tangiogenese 
et la regression tumorale est bien connue, et semble liee a l'induction d'EFN-y qui 
stimule la production d'IP-10 (interferon-inducible protein- 10) et de MIG (monokine 
induced by IFN-y) (J. Nad. Cancer Inst., 1998, 90:1583). 

5 La therapie a BCG (Bacille Calmette Guerin) est utilisee pour prevenir la 

recurrence de certains types de cancer de la vessie. Le mecanisme d 1 action propose 
actuellement repose sur la production de cytokines : liberation precoce de cytokines 
inflammatoires (TNF-oc, IL-1, IL-6, IL-8), dans un deuxieme temps production d'IL-2 
et d'IFN-y (reponse Thl), puis plus tardivement d*IL-4, d'IL-5 et d'IL-10 (reponse 

10 Th2). Enfin, se produit une phase d' activation cellulaire avec amplification de 
populations cytotoxiques (Patard et al., Progres en Urologie, 1998, 8,415-421). 

Cependant, la therapie a BCG n'a pas que des avantages, car Tefficacite 
parfois observee Test au prix d'une morbidity egalement superieure. De plus, il existe 
des contre-indications a la BCG therapie : tuberculose active (mais pas tuberculose 

15 anterieure), immunosuppression (HIV, transplantation, ...), reaction systemique 
anterieure au BCG (hepatite, pneumonie, BCGite), traitements aux steroides. Par 
ailleurs, il existe des resistances ou des recurrences apres une therapie a BCG. 

La fraction membranaire de K. pneumoniae 1145 entre dans la composition 
d'ime preparation pharmaceutique prevenant la survenue et la recidive d' infections 

20 respiratoires d f origine bacterienne et utilisee chez Thomme depuis 20 ans. A ce titre, 
il existe un recul de non toxicite du produit. L 1 ensemble des donnees citees plus haut 
montre qu*il existe aujourd'hui un besoin de disposer de nouveaux immunostimulants 
depourvus d'activite toxique. De tels immunostimulants seraient d'un grand interet 
pour le traitement de certains types de cancer. 

25 De maniere surprenante, les auteurs de la presente invention ont mis en 

evidence que des fractions membranaires d'une bacterie a gram negatif, notamment 
Klebsiella pneumoniae (denommee FMKp), en particulier des fractions membranaires 
obtenues par les procedes tels que decrits ci-apres dans les exemples, possedent les 
proprietes immunostimulantes recherchees. 

30 Les inventeurs ont montre de maniere inattendue que la FMKp ou Tun de ses 

constituants majeurs, la proteine de membrane externe OmpA, denommee P40 (telle 
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que decrite dans les demandes de brevets WO 95/27787 et WO 96/14415) etait 
capable non seulement de stimuler la proliferation des cellules mononucleees du sang 
humain, demontrant ainsi son activite immunostimulante, mais egalement d'induire la 
production de TNF-a et d 1 !!^-^, notamment par les monocytes, cytokines impliquees 

5 dans la reponse immunitaire antitumorale. 

Ainsi, la presente invention a pour objet l'utilisation d'une fraction 
membranaire de bacteries a gram negatif, notamment de Klebsiella pneumoniae, 
comme compose immunostimulant et/ou capable d'induire une reponse immunitaire 
antitumorale, ou pour la preparation d'une composition pharmaceutique immuno- 

10 stimulante, et/ou capable d'induire une reponse immunitaire antitumorale, et ce quel 
que soit le mode d' administration in vivo choisi (voie enterale ou parenterale). 

Par compose ou composition pharmaceutique immunostimulante , on entend 
designer dans la presente invention un compose ou une composition pharmaceutique 
capable d'augmenter une reponse immune non specifique. 

15 Par compose ou composition pharmaceutique capable d'induire une reponse 

immunitaire antitumorale, on entend designer dans la presente invention un compose 
ou une composition pharmaceutique capable en particulier d'accroitre l'efficacite d'un 
compose anticancereux ou d'accroitre l'efficacite d'un traitement anticancereux, tel 
que par exemple un traitement par radiotherapie. 

20 L'invention concerne egalement l'utilisation selon l'invention, caracterisee en 

ce que la fraction membranaire comprend au moins des fractions membranaires de 
deux souches differentes de bacteries. 

Par fraction membranaire de bacterie, on entend designer dans la presente 
invention toute fraction ou extrait membranaire purifie ou partiellement purifie obtenu 

25 a partir d'une culture de ladite bacterie et dont le precede de preparation comprend au 
moins une etape de lyse des bacteries obtenues apres culture et une etape de separation 
de la fraction contenant les membranes desdites bacteries du lysat total obtenu apres 
l'etape de lyse, notamment par centrifugation ou filtration. 

Par fraction membranaire de bacterie lorsque ladite bacterie est Klebsiella 

30 pneumoniae, on entend designer egalement dans la presente invention la proteine P40, 
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fraction active de la fraction membranaire de Klebsiella pneumoniae, de sequence 
d'acides amines SEQ ID N° 2, ou Tun de ses fragments. 

Selon Tinvention, les fractions membranaires pourront etre preparees selon les 
methodes connues de Thomme de Tart telles que par exemple la methode decrite par 
5 Haeuw J.F. et al. (Eur. J. Biochem, 255, 446-454, 1998). 

Selon un mode de realisation particulier, Tinvention est relative a une 
utilisation selon Tinvention, caracterisee en ce que la fraction membranaire est 
preparee par un procede comprenant les etapes suivantes : 

a) la culture desdites bacteries dans un milieu de culture permettant leur croissance 
10 suivie d'une centrifugation de ladite culture ; 

b) le cas echeant, desactivation des enzymes lytiques du culot de bacteries obtenu a 
Tetape a), puis centrifugation de la suspension obtenue ; 

c) extraction et elimination des proteines non membranaires et des acides nucleiques 
du culot obtenu a Tetape a) ou b) par au moins un cycle de lavage du culot dans 

15 une solution d'extraction ; 

d) digestion du culot de membranes obtenu a Tetape c) en presence d' enzymes 
proteolytiques suivie d'une centrifugation ; 

e) au moins un cycle de lavage du culot obtenu a Tetape d) dans une solution 
physiologique et/ou dans de Teau distillee ; et 

20 f) ultrasonication du culot obtenu a Tetape e). 

L'etape b) de desactivation des enzymes lytiques du culot de bacteries obtenu a 
Tetape a) peut etre realisee par toutes methodes connues de desactivation d'enzymes, 
telles qu'en particulier par chauffage du culot bacterien remis en suspension a une 
temperature de preference voisine de 100°C, ou par addition d'inhibiteur de Tactivite 

25 de ces enzymes. 

L'etape c) d'extraction et d'elimination des proteines non membranaires et des 
acides nucleiques du culot obtenu a Tetape a) ou b) peut etre realisee par exemple par 
au moins un cycle de lavage du culot dans une solution d'extraction correspondant a 
T addition d'une solution hypertonique (solution d'extraction), de preference une 

30 solution saline de molarite voisine de 1 M, suivie apres un temps de contact suffisant 
pour Teffet desire d'une centrifugation de la suspension obtenue et de Telimination du 
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surnageant obtenu apres ladite centrifiigation, ce cycle de lavage pouvant etre 
reproduit plusieurs fois. 

L'etape d) de digestion du culot de membranes obtenu a l'etape c) peut etre 
realisee en presence d'une solution d 'enzymes proteolytiques telles que par exemple la 
trypsine, la chymotrypsine ou toute enzyme a activite proteolytique connue, les 
conditions de la reaction, pH de la solution, temperature et duree de la reaction, etant 
de preference ajustees aux conditions optimales pour T activite de ou des enzymes 
choisies, suivie d'une centrifiigation, ce cycle de digestion pouvant etre reproduit 
plusieurs fois avec la meme enzyme, la meme combinaison d'enzymes ou avec une 
enzyme differente pour chaque cycle de digestion effectue. 

L'etape e) de lavage du culot obtenu a l'etape d) est realisee par reprise du 
culot dans une solution physiologique ou dans de l'eau distillee suivie, apres un temps 
de contact suffisant, d'une centrifiigation, ce cycle de lavage pouvant etre reproduit 
plusieurs fois. 

Enfin, l'etape f) d'ultrasonication du culot a pour objectif en particulier de 
desintegrer et d'homogeneiser la fraction membranaire obtenue en fin d'etape e). Les 
conditions d'ultrasonication (duree et puissance) seront determinees par l'homme de 
l'art en fonction par exemple de la quantite de fraction membranaire a traiter. 

Selon un autre mode de realisation particulier, 1'invention est relative a une 
utilisation selon 1'invention, caracterisee en ce que la fraction membranaire est 
preparee par un precede comprenant les etapes suivantes : 

a) la culture desdites bacteries dans un milieu de culture permettant leur croissance 
suivie le cas echeant d'ime centrifiigation ; 

b) la congelation du milieu de culture ou du culot obtenu a l'etape a) suivie d'une 
decongelation et du sechage des cellules ; 

c) elimination au moyen d'une DNase des acides nucleiques des cellules seches 
obtenues a l'etape b) remises en suspension ; 

d) broyage des cellules obtenues k l'6tape c) et clarification de la suspension obtenue ; 

e) precipitation en milieu acide de la suspension obtenue a l'etape d) et Elimination du 
culot ; 
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0 neutralisation du surnageant obtenu a l'etape e) contenant la suspension 
membranaire, suivie d'une dialyse et d'une concentration de la suspension 
membranaire ; et 

g) sterilisation de la suspension membranaire concentree obtenue a F etape f). 
5 Les conditions de decongelation a 1'etape b) du precede ci-dessous seront bien 

entendu determinees par Fhomme de Tart en fonction de la quantite de culot initiate a 
traiter, de preference realisee a 4°C pendant au moins 48 heures pour Fequivalent de 

1 Kg de cellules seches. 

A F etape c), F elimination des acides nucleiques est realisee par exemple par 
10 Faddition d'une DNase, a une concentration finale de 5 mg/ml d'une suspension de 
cellules a une concentration equivalente a 5 % de cellules seches. 

Le broyage des cellules obtenues a l'etape c) peut etre realise au moyen de tout 
systeme ou appareillage connu par Fhomme de Tart pour le broyage de cellules tel 
que les presses ou de preference tel que le broyage en boucle de Manton Gaulinet 
15 pendant 30 minutes. 

La clarification de la suspension obtenue apres broyage pourra etre realisee au 
moyen de tout systeme ou appareillage connu par l'homme de Tart pour la 
clarification de broyats cellulaires bacteriens tel que le systeme Sharp less. 

L'etape e) de precipitation en milieu acide de la suspension obtenue a Fetape d) 
20 peut etre realisee par exemple avec F acide acetique. La precipitation est suivie par 
F elimination du culot au moyen par exemple d'un systeme de type Sharpless et par la 
recuperation du surnageant. 

L'etape f) consiste en une etape dans laquelle le surnageant, obtenu apres 
precipitation en milieu acide, est neutralise, dilue, dialyse puis concentre. 
25 Enfin, la derniere etape consiste en une etape de sterilisation du concentre de 

fraction membranaire obtenu a l'etape precedente comme par exemple par chauffage a 
121 °C pendant environ 35 minutes. 

L'invention concerne de maniere particuliere Futilisation selon Finvention, 
caracterisee en ce que la fraction membranaire est la proteine P40 de Klebsiella 
30 pneumoniae de sequence SEQ ID N° 2, Fun de ses fragments ou une proteine 
homologue dont la sequence presente un pourcentage d'identite d'au moins 80 %, de 
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preference 90 %, 95 % et 99 %, avec la sequence SEQ ID N° 2, lesdits fragments ou 
ladite proteine homologue etant capables d'induire une activite immunostimulante 
et/ou antitumorale. 

Par « pourcentage, degre ou taux d'identite » entre deux sequences d'acide 
nucleique ou d'acides amines au sens de la presente invention, on entend designer un 
pourcentage de nucleotides ou de residus d'acides amines identiques entre les deux 
sequences a comparer, obtenu apres le meilleur alignement, ce pourcentage etant 
purement statistique et les differences entre les deux sequences etant reparties au 
hasard et sur toute leur longueur. Les comparaisons de sequences entre deux 
sequences d'acide nucleique ou d'acides amines sont traditionnellement realisees en 
comparant ces sequences apres les avoir alignees de maniere optimale, ladite 
comparaison etant realisee par segment ou par « fenetre de comparaison » pour 
identifier et comparer les regions locales de similarite de sequence. L* alignement 
optimal des sequences pour la comparaison peut etre realise, outre manuellement, au 
moyen de ralgorithme d'homologie locale de Smith et Waterman (1981) [Ad. App. 
Math. 2:482], au moyen de 1'algorithme d'homologie locale de Neddleman et Wunsch 
(1970) [J. Mol. Biol. 48:443], au moyen de la methode de recherche de similarite de 
Pearson et Lipman (1988) [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444], au moyen de 
logiciels informatiques utilisant ces algorithmes (GAP, BESTFIT, FASTA et 
TFASTA dans le Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 
575 Science Dr., Madison, WI, ou encore par les logiciels de comparaison BLAST N 
ou BLAST P). 

Le pourcentage d'identite entre deux sequences d'acide nucleique ou d'acides 
amines est determine en comparant ces deux sequences alignees de maniere optimale 
par fenetre de comparaison dans laquelle la region de la sequence d'acide nucleique ou 
d'acides amines a comparer peut comprendre des additions ou des deletions par 
rapport a la sequence de reference pour un alignement optimal entre ces deux 
sequences. Le pourcentage d'identite est calcule en determinant le nombre de positions 
identiques pour lesquelles le nucl6otide ou le residu d'acide amine est identique entre 
les deux sequences, en divisant ce nombre de positions identiques par le nombre total 
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de positions dans la fenetre de comparaison et en multipliant le resultat obtenu par 100 
pour obtenir le poureentage d'identite entre ces deux sequences. 

Par exemple, on pourra utiliser le programme BLAST, « BLAST 2 
sequences disponible sur le site htto : //www . ncbi. nlm . nih . po v/eorf/bl2 . html . les 
5 parametres utilises etant ceux donnes par defaut (en particulier pour les parametres 
« open gap penaltie » : 5, et « extension gap penaltie » : 2 ; la matrice choisie etant par 
exemple la matrice « BLOSUM 62 » proposee par le programme), le poureentage 
d'identite entre les deux sequences a comparer etant calcule directement par le 
programme. 

10 Par fragment de la proteine P40, on entend designer en particulier tout 

fragment de sequence d'acides amines compris dans la sequence d'acides amines de la 
proteine P40 capable d'augmenter une reponse immune non specifique et/ou capable 
d'induire une reponse immunitaire antitumorale, et comprenant au moins 5 acides 
amines, de preference au moins 10 acides amines ou de maniere plus preferee au 

15 moins IS acides amines. 

Bien entendu, ladite proteine P40, ou ses fragments, pourront etre obtenus par 
synthese chimique ou sous forme de peptides recombinants. 

Les methodes de preparation de peptides recombinants sont aujourd'hui bien 
connues de Thomme de Tart et ne seront pas developpees dans la presente description. 

20 Parmi les cellules utilisables pour la production de ces peptides recombinants, il faut 
citer bien entendu les cellules bacteriennes (Olins P.O. et Lee S.C., 1993, Recent 
advances in heterologous gene expression in E. coli. Curr. Op. Biotechnology 4:520- 
525), mais egalement les cellules de levure (Buckholz R.G., 1993, Yeast Systems for 
the Expression of Heterologous Gene Products. Curr. Op. Biotechnology 4:538-542), 

25 de meme que les cellules animates, en particulier les cultures de cellules de 
mammiferes (Edwards CP. et Aruffo A., 1993, Current applications of COS cell 
based transient expression systems. Curr. Op. Biotechnology 4, 558-563) mais 
egalement les cellules d'insectes dans lesquelles on peut utiliser des precedes mettant 
en oeuvre par exemple des baculovirus (Luckow V.A., 1993, Baculovirus systems for 

30 the expression of human gene products. Curr. Op. Biotechnology 4, 564-572). 
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L' invention a egalement pour objet l'utilisation selon I' invention, caracterisee 
en ce que la composition pharmaceutique comprend en outre un agent permettant de 
vehiculer ladite fraction membranaire sous une forme permettant d'ameliorer sa 
stabilite et/ou son activite immunostimulante et/ou sa capacite a induire une reponse 
5 immunitaire antitumorale, telle que sous la forme d'une emulsion de type huile dans 
eau ou eau dans huile, ou sous la forme d'une particule de type liposome, 
microsphere, nanosphere ou tout type de structure permettant l'encapsulation et la 
presentation sous forme particulate de ladite fraction membranaire. 

Est egalement comprise dans la presente invention, l'utilisation selon 
10 F invention, caracterisee en ce que la composition pharmaceutique comprend en outre 
un agent permettant de potentialiser F activite immunostimulante et/ou la reponse 
immunitaire antitumorale desdites fractions membranaires. 

Parmi lesdits agents permettant de potentialiser F activite immunostimulante 
et/ou la reponse immunitaire antitumorale desdites fractions membranaires, on prefere 
15 les cytokines et les composes cellulaires. 

Parmi les cytokines, on peut citer, mais sans s'y limiter : FIL-2, FIL-12, FIL- 
18, FIFN-y et FIFN-ot. 

Parmi les composes cellulaires, on prefere notamment les acides nucleiques, 
les composes de la famille des ribosomes, ou encore les proteines de la famille des 
20 proteines de choc thermique. 

Est egalement comprise dans la presente invention, l'utilisation selon 
F invention, caracterisee en ce que la composition pharmaceutique comprend en outre 
un agent potentialisateur permettant de reguler F activite immunostimulante et/ou la 
reponse immunitaire antitumorale desdites fractions membranaires. 
25 Parmi lesdits agents potentialisateurs permettant de reguler F activite 

immunostimulante et/ou la reponse immunitaire antitumorale desdites fractions 
membranaires, on prefere les hormones et les facteurs de croissance. 

Parmi les hormones, on peut citer, mais sans s'y limiter la p-hCG. 
Parmi les facteurs de croissance, on peut citer, mais sans s'y limiter : FEGF, 
30 FIGF-1, FIGF-2, le GM-CSF et le G-CSF. 



WO 00/54790 



PCT/FROO/00623 



10 

L'invention a egalement pour objet Tutilisation selon l'invention pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinee a etre administree en 
association avec un traitement anticancereux, notamment un traitement anticancereux 
par chimiotherapie (mono ou poly chimiotherapie) et/ou une radiotherapie. 
5 Selon Tinvention, la preparation de la composition pharmaceutique est destinee 

a etre administree, par voie enterale ou parenterale, simultanement, separement ou 
etalee dans le temps avec le traitement anticancereux. 

L'invention comprend en outre Tutilisation selon Tinvention, pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique comprenant un compose a activite 
10 anticancereuse associe a ladite fraction membranaire. 

De nombreux composes a activite anticancereuse peuvent etre ainsi associes a 
ladite fraction membranaire immunostimulante et/ou capable d'induire une reponse 
immunitaire antitumorale. 

Parmi ces composes, on peut citer notamment, mais sans s'y limiter, les 
15 inhibiteurs de proteases ou les composes a activite anti-angiogenique, tels que par 
exemple : 

- les inhibiteurs de proteases tels que les TIMPs ; 
ou les composes a activite anti-angiogenique suivants : Tangiostatine, Tendostatine, 
MCP-1, IP-10 et PF-4 ainsi que des anticorps, des antisens ou des peptides anti- 
20 VEGF, anti-angiogenine, anti-aFGF, anti-bFGF. 

Ainsi, Tinvention est relative a Tutilisation selon Tinvention, caracterisee en ce 
que ledit traitement anticancereux associe est un traitement chimioth6rapeutique 
comprenant un inhibiteur de proteases ou un compose a activite anti-angiogenique. 

L'invention a aussi pour objet Tutilisation selon Tinvention, pour la 
25 preparation d'une composition pharmaceutique destinee a la prevention ou le 
traitement des cancers, notamment les cancers de la vessie, de la prostate, du colon, 
du foie, ou les melanomes malins. 

Sous un autre aspect, Tinvention est relative a un procede de preparation d'une 
fraction membranaire de bacteries a gram negatif, notamment Klebsiella pneumoniae, 
30 caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 
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a) la culture desdites bacteries dans un milieu de culture permettant leur croissance 
suivie d'une centrifugation de ladite culture ; 

b) le cas echeant, desactivation des enzymes lytiques du culot de bacteries obtenu a 
l'etape a), puis centrifugation de la suspension obtenue ; 

c) extraction et elimination des proteines non membranaires et des acides nucleiques 
du culot obtenu a l'etape a) ou b) par au moins un cycle de lavage du culot dans 
une solution d' extraction ; 

d) digestion du culot de membranes obtenu a l'etape c) en presence d'enzymes 
proteasiques suivie d'une centrifugation ; 

e) au moins un cycle de lavage du culot obtenu a l'etape d) dans une solution 
physiologique et/ou dans de Feau distillee ; et 

f) ultrasonication du culot obtenu a l'etape e). 

L' invention comprend aussi le procede de preparation d'une fraction 
membranaire de bacteries a gram negatif, notamment Klebsiella pneumoniae, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) la culture desdites bacteries dans un milieu de culture permettant leur croissance 
suivie le cas echeant d'une centrifugation ; 

b) la congelation du milieu de culture ou du culot obtenu a l'etape a) suivie d'une 
decongelation et du sechage des cellules ; 

c) elimination au moyen d'une DNase des acides nucleiques des cellules seches 
obtenues a l'etape b) remises en suspension ; 

d) broyage des cellules obtenues a l'etape c) et clarification de la suspension obtenue ; 

e) precipitation en milieu acide de la suspension obtenue a l'etape d) et elimination du 
culot ; 

f) neutralisation du surnageant obtenu a l'etape e) contenant la suspension 
membranaire, suivie d'une dialyse et d'une concentration de la suspension 
membranaire ; et 

g) sterilisation de la suspension membranaire concentree obtenue a l'etape f). 

Les fractions membranaires susceptibles d'etre obtenues par lesdits precedes 
font bien entendu partie de T invention. 
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Le titre en proteoglycans des fractions membranaires susceptibles d'etre 
obtenues par lesdits procedes, principe actif de la FMKp, represents par la somme des 
teneurs en galactose et en proteine, est de preference compris : 

- pour le galactose : entre 1,2 g/1 et 3,4 g/1 ; 

- pour les proteines : entre 7,5 g/1 et 14,9 g/1. 

De maniere plus preferee, ce titre sera : 

- pour le galactose : entre 1,8 g/1 et 2,6 g/1 ; 

- pour les proteines : entre 9,3 g/1 et 1 1,7 g/1. 

L' invention concerne en outre les compositions pharmaceutiques comprenant 
une fraction membranaire susceptible d'etre obtenue par les procedes selon 
T invention. 

Sont egalement comprises dans la presente invention, les compositions 
pharmaceutiques comprenant une fraction membranaire de bacterie gram negatif, 
notamment de Klebsiella pneumoniae, caracterisee en ce qu'elle est associee a un 
traitement anticancereux par chimiotherapie et/ou par radiotherapie. 

On entend ici designer par fraction membranaire, toute fraction membranaire 
de bacterie gram negatif telle que definie precedemment, dont celle susceptible d'etre 
obtenue par les procedes selon T invention et la proteine P40 ou Tun de ses fragments. 

De fa^on preferee, 1'invention concerne une composition pharmaceutique selon 
T invention, caracterisee en ce qu'elle contient un compose anticancereux comme 
produit de combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans le 
temps, notamment un compose anticancereux choisi parmi les inhibiteurs de proteases 
ou parmi les composes presentant une activite anti-angiogenique. 

De preference, lesdites compositions pharmaceutiques selon 1'invention, 
pourront comprendre en outre des agents tels que les vehicules, agents capables de 
potentialiser et/ou de reguler 1' activite immunostimulante et/ou la reponse immunitaire 
antitumorale desdites fractions membranaires tels que definis precedemment. 

Les legendes des figures et exemples qui suivent sont destines a illustrer 
1' invention sans aucunement en limiter la portee. 
Legendes des figures : 
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Figure 1 : Proliferation de PBMC en presence de FMKp - Etude dose-reponse 

Les cellules mononucleees (PBMC) sont obtenues par separation a 1'aide d'une 
solution de Ficoll-sodium metrizoate a partir du sang total. Les PBMC sont alors 
ensemences a raison de 10 000 cellules/puits en presence d 1 agents stimulants, sous un 

5 volume total de 200 jil. Apres 72 h d' incubation, la proliferation est objectivee par 
addition de thymidine tritiee. Les resultats sont exprimes en index de stimulation = 
[cpm PBMC + stimulus]/[cpm PBMC sans stimulus (= milieu RPMI + 10 % SVF)]. 
Figure 2 : Proliferation de PBMC en pr6sence de FMKp - Reproductible de l'effet 
sur plusieurs donneurs (FMKp a 250 ^g/ml). 

10 Figure 3 : Production de TNF-a par des monocytes sanguins 

Les monocytes sont cultives en milieu RPMI 1640+ SVF 10 % et en presence 
de differentes concentrations de produit. Les cellules sont incubees dans une etuve a 
37 °C sous une atmosphere contenant 5 % de C0 2 . Conditions de cultures : 200 000 
cellules/puits, 18 h d f incubation. Apres incubation, les plaques de culture sont 

15 centrifiigees et les surnageants sont aliquotes et conserves a - 80°C jusqu'au dosage. 
Les concentrations de cytokines presentes dans les surnageants de cultures sont 
determinees par ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay ) : kit Predicta de 
Genzyme (seuil de detection a 3 pg/ml). 

Figure 4 : Production d'IL-12 p70 (biologiquement active) par des monocytes 
20 sanguins. 

Les monocytes sont cultives en milieu RPMI 1640 +SVF 10 % et en presence 
de differentes concentrations de produit. Les cellules sont incubees dans une etuve a 
37 °C sous une atmosphere contenant 5 % de C0 2 . Conditions de cultures : 500 000 
cellules/puits, 24 h d 1 incubation. Apres incubation, les plaques de culture sont 
25 centrifiigees et les surnageants sont aliquotes et conserves a - 80°C jusqu'au dosage. 
Les concentrations de cytokines presentes dans les surnageants de cultures sont 
determinees par ELISA : couple d'anticorps Endogen (seuil de detection a 15 pg/ml). 

Exemple 1 : Obtention de la faction membranaire de K. pneumoniae (FMKp) 
30 Precede N° 1 
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L' extraction des membranes de K. pneumoniae 1145 a partir du culot de 
centrifugation de l'etape est precedee de preference par une etape de destruction des 
enzymes lytiques des composants cellulaires contenus dans le culot, par exemple par 
chauffage a 100°C de celui-ci, eventuellement apres remise en solution. 

5 L ! extraction proprement dite des membranes a partir du culot de centrifugation 

est realisee de preference par traitement des composants cellulaires du culot, apres une 
eventuelle destruction des enzymes lytiques, a l'aide d'une solution saline, par 
exemple du chlorure de sodium 1 M, une ou piusieurs fois, puis centrifugation, de 
preference, a 20 000 g, de la suspension obtenue, le surnageant de cette 

10 centrifugation, qui est elimine, contient les impuretes non membranaires telles que 
proteines et acides nucleiques, tandis que le culot contient les membranes. 

Apres separation de la solution saline contenant les impuretes, les membranes 
sont diger6es en presence d'enzymes proteolytiques, de preference la trypsine et la 
chymotrypsine, en solution a pH 8 a 37 °C pendant 4 heures. 

15 Apres digestion, la solution est homogeneisee par ultrasonication. Le produit 

ainsi obtenu constitue la fraction membranaire nommee FMKp. 

Le surnageant obtenu est a nouveau centrifuge dans les memes conditions, de 
pr6ference a 140 000 g. 
Preparation des glycopeptides membranaires 

20 Cette fraction est preparee a partir du culot obtenu par centrifugation a 

40 000 g pendant 20 minutes. Ledit culot est remis en suspension dans du serum 
physiologique puis cette suspension est portee pendant 10 minutes a 100°C dans un 
bain-marie d'eau bouillante pour desactiver les enzymes lytiques. Apres 
refroidissement, on centrifuge 30 mn a 20 000 g. Le culot obtenu est extrait deux fois 

25 avec du NaCl 1M pour eliminer les proteines et les acides nucleiques. Les membranes 
sont recueillies par centrifugation durant 30 minutes a 20 000 g. 

Elles sont ensuite soumises a une digestion par de la trypsine a pH 8 et a 37 °C 
pendant 4 heures puis par de la chymotrypsine dans les memes conditions. 

Les membranes sont alors recueillies par centrifugation a 2 000 g pendant 30 

30 minutes, lavees avec du serum physiologique puis de Teau distillee et sont soumises a 
une disintegration par les ultrasons de 15 minutes. 
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Precede N° 2 

Apres decongelation a -h 4°C pendant 48 h minimum, 1 kg de cellules seches 
de K. pneumoniae est remis en suspension a 5 % cellules seches. La DNase est 
ajoutee a 5 mg/1. On precede ensuite au broyage en boucle au Manton Gaulin pendant 

5 30 min puis a une clarification sur SHARPLES a 50 1/h, suivie d'une precipitation a 
l'acide acetique a pH = 4,2 + 0,1 pendant 30 min. Le culot est elimine (SHARPLES 
a 25 1/h) et le surnageant est neutralise, dilue a 2 fois le volume initial avec de l'eau 
osmosee. Une dialyse a volume constant est alors effectuee sur PUF 100 jusqu'a 
800 Qcm, suivie d'une concentration de la suspension membranaire (SM) ainsi 

10 obtenue, all 1/kg de cellules seches. On precede alors a l'autoclavage de la SM a 
+ 121 °C durant 35 min que Ton peut conserver a + 4°C pendant 6 semaines. 
Caracteristiques de la FMKp 

Par definition, le titre en proteoglycans, principe actif de la FMKp, est egal a 
la somme des teneurs en galactose et en proteines. 

15 - Galactose : en moyenne 2,2 g /i 

- Proteines : en moyenne 10,5 g/1 

Exemple 2 : Proliferation de PBMC du sang humain 

Les resultats obtenus montrent que, de maniere surprenante, la FMKp 
20 declenche la proliferation de PBMC. Cet effet est dose-dependant et maximal pour 
2,5 mg/ml de FMKp (figure 1). Par ailleurs, cet effet est reproductible (figure 2). 

Exemple 3 : Production de cytokines par des monocytes purifies du sang humain 
Les monocytes humains sont obtenus a partir des cellules mononucleees 

25 (lymphocytes, monocytes, cellules NK, ...) prealablement isolees du sang total 
humain. L'obtention des monocytes repose sur T expression en grande quantite de 
Tantigene de surface CD14 sur ces cellules. La separation est une selection positive. 
L'efficacite de la separation magnetique des monocytes est ensuite evaluee par 
cytometric en flux en effectuant un marquage avec un anticorps CD 13 couple a la 

30 fluoresceine iso-thiocyanate (FITC) : la suspension cellulaire contient alors 94 a 97 % 
de monocytes. 
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Les resultats d' etudes in vitro demontrent que, de maniere interessante, la 
FMKp est un immunostimulant qui induit la proliferation de PBMC du sang humain 
avec un effet direct sur les monocytes : production de TNF-a (figure 3), et d'IL-12 
p70 (figure 4). II est remarquable que la proteine P40 recombinante (rP40), l'OmpA 
5 de K. pneumoniae, est egalement capable de stimuler la production de TNF-a (figure 
3 ), et d'IL-12 p70 (figure 4) par des monocytes humains. 
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REVENDICATIONS 

1/ Utilisation d'une fraction membranaire de bacteries a gram negatif pour 
la preparation d'une composition pharmaceutique immunostimulante capable d'induire 
5 une reponse immunitaire antitumorale. 

21 Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que la fraction 
membranaire comprend une fraction membranaire de Klebsiella pneumoniae. 

3/ Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que la 
fraction membranaire comprend au moins des fractions membranaires de deux souches 
10 differentes de bacteries. 

4/ Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que 
la fraction membranaire est preparee par un precede comprenant les etapes suivantes : 
a) la culture desdites bacteries dans un milieu de culture permettant leur croissance 
suivie d'une centrifiigation de ladite culture ; 
15 b) ie cas echeant, desactivation des enzymes lytiques du culot de bacteries obtenu a 
Fetape a), puis centrifiigation de la suspension obtenue ; 
c) extraction et elimination des proteines non membranaires et des acides nucleiques 
du culot obtenu a Fetape a) ou b) par au moins un cycle de lavage du culot dans 
une solution d'extraction ; 
20 d) digestion du culot de membranes obtenu a Fetape c) en presence d'enzymes 
proteasiques suivie d'une centrifiigation ; 

e) au moins un cycle de lavage du culot obtenu a Fetape d) dans une solution 
physiologique et/ou dans de 1'eau distillee ; et 

f) uitrasonication du culot obtenu a Fetape e). 

25 51 Utilisation selon Fune des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que 

la fraction membranaire est preparee par un procede comprenant les etapes suivantes ; 

a) la culture desdites bacteries dans un milieu de culture permettant leur croissance 
suivie le cas ech6ant d'une centrifiigation ; 

b) la congelation du milieu de culture ou du culot obtenu a Fetape a) suivie d'une 
30 decongelation et du sechage des cellules ; 
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c) elimination au moyen (Tune DNase des acides nucleiques des cellules seches 
obtenues a Fetape b) remises en suspension ; 

d) broyage des cellules obtenues a Fetape c) et clarification de la suspension obtenue ; 

e) precipitation en milieu acide de la suspension obtenue a Fetape d) et elimination du 
5 culot ; 

f) neutralisation du surnageant obtenu a Fetape e) contenant la suspension 
membranaire, suivie d'une dialyse et d'une concentration de la suspension 
membranaire ; et 

g) sterilisation de la suspension membranaire concentree obtenue a Fetape f). 

10 6/ Utilisation selon la revendication 2, caracterisee en ce que la fraction 

membranaire est la proteine P40 de Klebsiella pneumoniae de sequence SEQ ID N° 2, 
ou Fun de ses fragments, ou une proteine dont la sequence presente un pourcentage 
d'identite d'au moins 80 % avec la sequence SEQ ID N° 2. 

7/ Utilisation selon Fune des revendications 1 a 6, caracterisee en ce que 

15 la composition pharmaceutique comprend en outre un agent permettant de vehiculer 
ladite fraction membranaire sous une forme permettant d'ameliorer sa stabilite et/ou 
son activite immunostimulante et/ou sa capacite d'induire une reponse immunitaire 
antitumorale. 

8/ Utilisation selon la revendication 7, caracterisee en ce que ledit agent 
20 est de type emulsion huile dans eau ou eau dans huile. 

91 Utilisation selon la revendication 7, caracterisee en ce que ledit agent 
est sous la forme d'une particule de type liposome, microsphere, nanosphere ou tout 
type de structure permettant Fencapsulation et la presentation sous forme particulate 
de ladite fraction membranaire. 
25 10/ Utilisation selon Fune des revendications 1 a 9, caracterisee en ce que 

la composition pharmaceutique comprend en outre un agent permettant de potentialiser 
Factivite immunostimulante et/ou la reponse immunitaire antitumorale desdites 
fractions membranaires. 

11/ Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que F agent 
30 permettant de potentialiser Factivite immunostimulante et/ou la reponse immunitaire 
antitumorale desdites fractions membranaires est une cytokine. 
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12/ Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que l'agent 
pennettant de potentialiser l'activite immimostimulante et/ou la reponse immunitaire 
antitumorale desdites fractions membranaires est un agent de regulation choisi parmi 
les hormones. 

5 13/ Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que l'agent 

pennettant de potentialiser l'activite immunostimulante et/ou la reponse immunitaire 
antitumorale desdites fractions membranaires est un agent de regulation choisi parmi 
les facteurs de croissance. 

14/ Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que l'agent 
10 pennettant de potentialiser l'activite immunostimulante et/ou la reponse immunitaire 
antitumorale desdites fractions membranaires est un compose cellulaire. 

15/ Utilisation selon la revendication 14, caracterisee en ce que ledit 
compose cellulaire est un acide nucleique choisi parmi les ADN et les ARN. 

16/ Utilisation selon la revendication 14, caracterisee en ce que ledit 
15 compose cellulaire est un compose de la famille des ribosomes. 

17/ Utilisation selon la revendication 14, caracterisee en ce que ledit 
compose cellulaire est une proteine de la famille des proteines de choc thermique. 

18/ Utilisation selon Tune des revendications 1 a 17 pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee a etre administree en association avec un 
20 traitement anticancereux. 

19/ Utilisation selon la revendication 18, caracterisee en ce que le 
traitement anticancereux est une chimiotherapie et/ou une radiotherapie. 

20/ Utilisation selon 1'une des revendications 18 a 19 pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee a etre administree simuitanement, 
25 separement ou etalee dans le temps avec le traitement anticancereux. 

21/ Utilisation selon la revendication 20, caracterisee en ce que la 
composition pharmaceutique est administree par voie enterale ou parenterale. 

22/ Utilisation selon Tune des revendications 18 a 21, caracterisee en ce 
que ledit traitement anticancereux associe est un traitement chimiotherapeutique 
30 comprenant un inhibiteur de proteases ou un compose a activite anti-angiogenique. 
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23/ Utilisation selon Fune des revendications 1 a 22, pour la prevention 
et/ou le traitement des cancers. 

24/ Utilisation selon la revendication 23, pour la prevention et/ou le 
traitement des cancers de la vessie, de la prostate, du colon, du foie et des melanomes 
malins. 

25/ Procede de preparation d'une fraction membranaire de bacteries a gram 
negatif, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) la culture desdites bacteries dans un milieu de culture permettant leur croissance 
suivie d'une centrifugation de ladite culture ; 

b) le cas echeant, desactivation des enzymes lytiques du culot de bacteries obtenu a 
Fetape a), puis centrifugation de la suspension obtenue ; 

c) extraction et elimination des proteines non membranaires et des acides nucleiques 
du culot obtenu a Fetape a) ou b) par au moins un cycle de lavage du culot dans 
une solution d' extraction ; 

d) digestion du culot de membranes obtenu a Fetape c) en presence d'enzymes 
proteasiques suivie d'une centrifugation ; 

e) au moins un cycle de lavage du culot obtenu a Fetape d) dans une solution 
physiologique et/ou dans de Feau distillee ; et 

f) ultrasonication du culot obtenu a Fetape e). 

26/ Procede de preparation d'une fraction membranaire de bacteries a gram 
negatif, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) la culture desdites bacteries dans un milieu de culture permettant leur croissance 
suivie le cas echeant d'une centrifugation ; 

b) la congelation du milieu de culture ou du culot obtenu a l'etape a) suivie d'une 
decongelation et du sechage des cellules ; 

c) elimination au moyen d'une DNase des acides nucleiques des cellules seches 
obtenues a Fetape b) remises en suspension ; 

d) broyage des cellules obtenues a Fetape c) et clarification de la suspension obtenue ; 

e) precipitation en milieu acide de la suspension obtenue a Fetape d) et elimination du 
culot ; 
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f) neutralisation du surnageant obtenu a Tetape e) contenant la suspension 
membranaire, suivie d'une dialyse et d'une concentration de la suspension 
membranaire ; et 

g) sterilisation de la suspension membranaire concentree obtenue a l'etape f). 

27/ Precede selon la revendication 25 ou 26, caracterise en ce que ladite 
bacterie a gram negatif est Klebsiella pneumoniae. 

28/ Fraction membranaire susceptible d'etre obtenue par un precede selon 
Tune des revendications 25 a 27. 

29/ Composition pharmaceutique comprenant une fraction membranaire 
selon la revendication 28. 

30/ Composition pharmaceutique comprenant une fraction membranaire de 
bacterie gram negatif, notamment de Klebsiella pneumoniae, ou composition 
pharmaceutique selon la revendication 29, caracterisee en ce qu'elle est associee a un 
traitement anticancereux par chimiotherapie et/ou par radiotherapie. 

31/ Composition pharmaceutique selon la revendication 30, caracterisee en 
ce qu'elle contient un compose anticancereux comme produit de combinaison pour une 
utilisation simultanee, separee ou etalee dans le temps. 

32/ Composition pharmaceutique selon la revendication 30, caracterisee en 
ce que iedit compose anticancereux est choisi parmi les inhibiteurs de proteases ou 
parmi les composes presentant une activite anti-angiogenique. 
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LI STAGE DE SEQUENCES 



<110> PIERRE FAB RE MEDICAMENT 

<120> UTILISATION DE FRACTIONS MEMB RAN AIRES BACTERI ENNES A 
ACT I VI TE IMMUNOSTIMULANTE DANS LE TRAITEMENT DE 
CANCERS, LEURS PROCEDES DE PREPARATION ET LES 
COMPOSITIONS PHARMACEUTIQUES LES CONTENANT . 

<130> D17974 

<140> FR 99 03154 

<141> 1999-03-15 

<160> 4 

<170> Patentln Vers. 2.0 
<210> 1 
<211> 1035 
<212> ADN 

<213> Klebsiella pneumoniae 
<220> 

<221> exon 

<222> (1) . . (1032) 

<220> 

<221> intron 

<222> (1033) . . (1035) 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1032) 

<400> 1 " ~~ ~ " 

atg aaa gca att ttc gta ctg aat gcg get ccg aaa gat aac acc tgg 48 

Met Lys Ala lie Phe Val Leu Asn Ala Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp 

15 10 15 

tat gca ggt ggt aaa ctg ggt tgg tec cag tat cac gac acc ggt ttc 96 
Tyr Ala Gly Gly Lys Leu Gly Trp Ser Gin Tyr His Asp Thr Gly Phe 

20 25 30 

tac ggt aac ggt ttc cag aac aac aac ggt ccg acc cgt aac gat cag 144 
Tyr Gly Asn Gly Phe Gin Asn Asn Asn Gly Pro Thr Arg Asn Asp Gin 

35 40 45 

ctt ggt get ggt gcg ttc ggt ggt tac cag gtt aac ccg tac etc ggt 192 
Leu Gly Ala Gly Ala Phe Gly Gly Tyr Gin Val Asn Pro Tyr Leu Gly 

50 55 60 

ttc gaa atg ggt tat gac tgg ctg ggc cgt atg gca tat aaa ggc age 240 
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Phe Glu Met Gly Tyr Asp 
65 70 
gtt gac aac ggt get ttc 
Val Asp Asn Gly Ala Phe 
85 

ctg ggt tac ccg ate act 
Leu Gly Tyr Pro lie Thr 
100 

ggc atg gtt tgg cgc get 
Gly Met Val Trp Arg Ala 
115 

gtt tec cgt age gaa cac 
Val Ser Arg Ser Glu His 
130 

ggc gta gag tgg get gtt 
Gly Val Glu Trp Ala Val 
145 150 
cag tgg gtt aac aac ate 
Gin Trp Val Asn Asn lie 
165 

gat aac ggc atg ctg age 
Asp Asn Gly Met Leu Ser 
180 

gat get gca ccg gtt gtt 
Asp Ala Ala Pro Val Val 
195 

get ace aag cac ttc acc 
Ala Thr Lys His Phe Thr 
210 

aaa get acc ctg aaa ccg 
Lys Ala Thr Leu Lys Pro 
225 230 
act cag ctg age aac atg 
Thr Gin Leu Ser Asn Met 
245 

ggc tac acc gac cgc ate 
Gly Tyr Thr Asp Arg lie 
260 

gag aaa cgt get cag tec 



Trp Leu Gly Arg Met Ala 
75 

aaa get cag ggc gtt cag 
Lys Ala Gin Gly Val Gin 
90 

gac gat ctg gac ate tac 
Asp Asp Leu Asp lie Tyr 
105 

gac tec aaa ggc aac tac 
Asp Ser Lys Gly Asn Tyr 
120 

gac act ggc gtt tec cca 
Asp Thr Gly Val Ser Pro 
135 140 
act cgt gac ate get acc 
Thr Arg Asp lie Ala Thr 
155 

ggc gac gcg ggc act gtg 
Gly Asp Ala Gly Thr Val 
170 

ctg ggc gtt tec tac cgc 
Leu Gly Val Ser Tyr Arg 
185 

get ccg get ccg get ccg 
Ala Pro Ala Pro Ala Pro 
200 

ctg aag tct gac gtt ctg 
Leu Lys Ser Asp Val Leu 
215 220 
gaa ggt cag cag get ctg 
Glu Gly Gin Gin Ala Leu 
235 

gat ccg aaa gac ggt tec 
Asp Pro Lys Asp Gly Ser 
250 

ggt tec gaa get tac aac 
Gly Ser Glu Ala Tyr Asn 
265 

gtt gtt gac tac ctg gtt 



Tyr Lys Gly Ser 
80 

ctg acc get aaa 288 
Leu Thr Ala Lys 
95 

acc cgt ctg ggc 336 
Thr Arg Leu Gly 
110 

get tct acc ggc 384 
Ala Ser Thr Gly 
125 

gta ttt get ggc 432 
Val Phe Ala Gly 

cgt ctg gaa tac 480 
Arg Leu Glu Tyr 
160 

ggt acc cgt cct 528 
Gly Thr Arg Pro 
175 

ttc ggt cag gaa 576 
Phe Gly Gin Glu 
190 

get ccg gaa gtg 624 
Ala Pro Glu Val 
205 

ttc aac ttc aac 672 
Phe Asn Phe Asn 

gat cag ctg tac 720 
Asp Gin Leu Tyr 
240 

get gtt gtt ctg 768 
Ala Val Val Leu 
255 

cag cag ctg tct 816 
Gin Gin Leu Ser 
270 

get aaa ggc ate 864 
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Glu Lys Arg Ala Gin Ser 
275 

ccg get ggc aaa ate tec 
Pro Ala Gly Lys lie Ser 
290 

act ggc aac ace tgt gac 
Thr Gly Asn Thr Cys Asp 
305 310 
tgc ctg get ccg gat cgt 
Cys Leu Ala Pro Asp Arg 
325 

gaa gtt gta act cag ccg 
Glu Val Val Thr Gin Pro 
340 



Val Val Asp Tyr Leu Val 
280 

get cgc ggc atg ggt gaa 
Ala Arg Gly Met Gly Glu 
295 300 
aac gtg aaa get cgc get 
Asn Val Lys Ala Arg Ala 
315 

cgt gta gag ate gaa gtt 
Arg Val Glu lie Glu Val 
330 

gcg ggt taa 
Ala Gly 



Ala Lys Gly lie 
285 

tec aac ccg gtt 912 
Ser Asn Pro Val 

gee ctg ate gat 960 
Ala Leu lie Asp 
320 

aaa ggc tac aaa 1008 
Lys Gly Tyr Lys 
335 

1035 



<210> 2 
<211> 344 
<212> PRT 

<213> Klebsiella pneumoniae 



<400> 2 

Met Lys Ala lie Phe Val Leu Asn Ala Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp 

1 5 10 15 

Tyr Ala Gly Gly Lys Leu Gly Trp Ser Gin Tyr His Asp Thr Gly Phe 

20 25 30 

Tyr Gly Asn Gly Phe Gin Asn Asn Asn Gly Pro Thr Arg Asn Asp Gin 

35 40 45 

Leu Gly Ala Gly Ala Phe Gly Gly Tyr Gin Val Asn Pro Tyr Leu Gly 

50 55 60 

Phe Glu Met Gly Tyr Asp Trp Leu Gly Arg Met Ala Tyr Lys Gly Ser 
65 70 75 80 

Val Asp Asn Gly Ala Phe Lys Ala Gin Gly Val Gin Leu Thr Ala Lys 

85 90 95 

Leu Gly Tyr Pro lie Thr Asp Asp Leu Asp lie Tyr Thr Arg Leu Gly 

100 105 110 

Gly Met Val Trp Arg Ala Asp Ser Lys Gly Asn Tyr Ala Ser Thr Gly 

115 120 125 

Val Ser Arg Ser Glu His Asp Thr Gly Val Ser Pro Val Phe Ala Gly 
130 135 140 
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Gly Val Glu Trp Ala Val Thr Arg Asp lie Ala Thr Arg Leu Glu Tyr 
145 150 155 160 

Gin Trp Val Asn Asn lie Gly Asp Ala Gly Thr Val Gly Thr Arg Pro 

165 170 175 

Asp Asn Gly Met Leu Ser Leu Gly Val Ser Tyr Arg Phe Gly Gin Glu 

180 185 190 

Asp Ala Ala Pro Val Val Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Glu Val 

195 200 205 

Ala Thr Lys His Phe Thr Leu Lys Ser Asp Val Leu Phe Asn Phe Asn 

210 215 220 

Lys Ala Thr Leu Lys Pro Glu Gly Gin Gin Ala Leu Asp Gin Leu Tyr 
225 230 235 240 

Thr Gin Leu Ser Asn Met Asp Pro Lys Asp Gly Ser Ala Val Val Leu 

245 250 255 

Gly Tyr Thr Asp Arg lie Gly Ser Glu Ala Tyr Asn Gin Gin Leu Ser 

260 265 270 

Glu Lys Arg Ala Gin Ser Val Val Asp Tyr Leu Val Ala Lys Gly lie 

275 280 285 

Pro Ala Gly Lys lie Ser Ala Arg Gly Met Gly Glu Ser Asn Pro Val 

290 295 300 

Thr Gly Asn Thr Cys Asp Asn Val Lys Ala Arg Ala Ala Leu lie Asp 
305 310 315 320 

Cys Leu Ala Pro Asp Arg Arg Val Glu lie Glu Val Lys Gly Tyr Lys 

325 330 335 

Glu Val Val Thr Gin Pro Ala Gly 
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International application No. PCT/FR00/00623 



□ the description, pages : 

□ the claims, Nos : 

□ the drawings, sheets/fig : 

5. □ This report has been written disregarding (some of) the amendments, which were considered as 
going beyond the description of the invention, as filed, as is indicated below (Rule 70.2(c)): 

(All replacement sheets comprising amendments of this nature should be indicated in point 1 and 
attached to this report). 



6. Additional observations, if necessary: 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial 
applicability; citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty 

Inventive Step 
Industrial Applicability 

2. Citations and explanations 
see separate sheet 



Yes: 
No: 

Yes: 
No: 

Yes: 
No: 



Claims 
Claims 

. Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



3-28 
1,2 



1-28 
1-28 



VI. Certain documents cited 

1 . Certain published documents (Rule 70.1 0) 
and / or 

2. Non-written disclosures (Rule 70.9) 
see separate sheet 

VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 
see separate sheet 



VIII. Certain observations in the international application 



Form PCT/IPEA/409 (boxes l-VIII, sheet 2) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY 
EXAMINATION REPORT 



International application No. PCT/FROO/00623 



The following observations on the clarity of the claims, descriptions, and drawings or on the question whether 
the claims are fully supported by the description, are made: 

see separate sheet 
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With regard to point VIII 

Observations relating to the international application 
(clarity) 



1. Claim 1 lacks clarity within the meaning of 
article 6 of the PCT since it defines the use of 
the combination membrane fraction of Gram-negative 
bacteria, in particular Klebsiella pneumoniae, in 
terms of result sought ( "immunostimulant" , 
"capable of inducing antitumor immune response") 
and does not constitute a therapeutic indication 
(see Directives relating to the examination, C-III 
4.7) . 

Conversely, the use of this membrane fraction 
should relate to a clearly delimited therapeutic 
application (for example as claimed in claims 22 
and 23) . 



With regard to point V 

Reasoned statement pursuant to rule 66.2(a) (ii) 
regarding novelty, inventive step and industrial 
applicability; citations and explanations supporting 
such declaration 



1 . Preliminary comments : 



The modifications filed with the fax dated 
March 16 2001 are admissible and do not extend 
beyond the application as filed. 

These modifications include the characterization 
of the membrane fractions of Gram-negative 

bacteria, comprising proteoglycans . This 

characteristic was already present implicitly, it 
being clearly understood that fractionated 
bacterial membranes comprise such molecules. In 
addition, the present application does not in any 
way demonstrate that proteoglycans are the active 
compound for the immunostimulation . It appears 
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rather, according to the prior art, that the P40 
protein is, itself, the immunostimulant . 



2. Reference is made to the following documents: 



Dl: FR-A-2 726 472 (PF MEDICAMENT) May 10, 1996 
(1996-05-10) 



D2: FR-A-2 471 785 (PF MEDICAMENT), December 21, 
1979 (1979-12-21) 



D3: FR-A-2 596 064 (PF MEDICAMENT) September 25, 
1987 (1987-09-25) 



3. The subject matter of claims 1 and 2 is not 
considered to be novel within the meaning of 
article 33 (2) PCT . 



3.1 Document Dl reveals that the OmpA protein P40 
derived from membranes of bacteria of the 
Klebsiella genus acts alone as an immunostimulant 
agent, in particular causing a cellular immune 
response regarding Thl lymphocytes and especially 
by activating macrophages (see Dl , page 1, line 1- 
3; page 17, example 5, l.b and 1.3; claims 1-6) . 
In addition, this protein, in itself, constitutes 
a membrane fraction, which is also envisioned in 
the present application (see page 3, lines 29 - 
page 4, lines 1-2) . Even though this protein is 
envisioned in Dl as an adjuvant, this takes 
nothing away from its immunostimulant effect as 
demonstrated in the example 5 cited. 

In view of this disclosure, claims 1-2 do not 
therefore appear to be novel . 



4. The subject matter of claims 1-28 does not involve 
an inventive step and does not satisfy the 
conditions of Article 33(3) PCT. 
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4.1 It is not clearly apparent which technical 
problem should properly be resolved by claim 

3, which does not therefore appear to provide 
an inventive element. 

4.2 Claims 4 and 5 are directed toward the use of 
membrane fractions obtained according to two 
different methods, and claims 25-27 seek to 
protect said methods . 

However, this method used in claim 4 is a 
common method for isolating membranes which 
is used in the laboratory (centrif ligation, 
heating, treatment with a proteolytic enzyme 
and then washes and, finally, sonication) . 
This method is also described in D2 for 
extracting ribosomes (see page 2, line 19 - 
page 4 , line 7 ) . 

Regarding the method used in claim 5, it has 
already been described in D3, example 1. 

Consequently, a pharmaceutical composition or 
the use of a membrane fraction according to 
the methods described (claims 24, 25 and 3, 

4, respectively) does not comprise an 
inventive step; since those skilled in the 
art were aware of these methods, they would 
have used " them "as an "obvious alternative in 
order to obtain membrane fractions containing 
the P40 protein, which is responsible for the 
immunostimulant effect. 

4.3 The agents which vehicule said membrane 
fraction or which regulate the immune 
response as claimed in claims 6-16 represent 
entirely obvious solutions aimed at better 
stability and improving the immunostimulant 
capacity of the preparation of the present 
application . 



Form PCT/Separate sheet/409 (sheet 3) (EPO-April 1997) 



# 



INTERNATIONAL PRELIMINARY 
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET 



International application No. PCT/FR00/00623 



4.4 Claims 17-23 and 26-28 relate to the 
juxtaposition of an anticancer treatment, for 
the administration of the membrane fraction 
of the present application. This simply 
constitutes an additional conventional 
anticancer treatment, without any 

demonstrated synergistic effect (no example 
is provided in this respect), which cannot 
therefore provide an inventive element. 



With regard to point VI 
Certain documents cited 

Certain documents published (rule 70.10) 



Application No. 
Patent No. 

WO 00/27432 



Publication date 
(month/day /year) 

05. 18 .2000 



Filing date 
(month/da y /yea r ) 

11 .08. 1999 



Priority date 
(validity claimed) 
(month /day /year) 

11 .06.1998 



This document reveals that the enterobacterium OmpA 
protein, in particular Klebsiella P40, is used as a 
pharmaceutical composition against cancer (see page 9, 
lines 1-14 and claims 21-25) . This disclosure therefore 
appears to be prejudicial for the novelty of claims 1, 
2, - 6-9, 23 and 28-29 in the- regional phase with the 
EPO. 



With regard to point VII 

Irregularities in the international application 

1. Contrary to the requirements of rule 5.1 a) ii) 
PCT, the description does not indicate the 
relevant prior state of the art set out in 
documents D1-D3 and does not cite these documents. 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du cteposant ou 
du mandatalre 
340646/17974 



POUR SUITE votr la notification de transmission du rapport de recherche Internationale 
(formulalre PCT/ISA/220) et le cas echeant le point 5 d-apres 

A DONNER 



Demande tntemaUonaJe n° 
PCT/FR 00/00623 



Data du ddpot \nrsrc)a^or\a\Qour/moi3/ann6e) 

15/03/2000 



(Date de priorttt (la plus anderme) 
(Jour/mots/ann6e) 

15/03/1999 



Deposant 



PIERRE FABRE MEDICAMENT et al 



Le present rapport de recherche Internationale, etaWI par radmlnlstration chargee de la recherche Internationale, est transmls au 
deposant contbrme'ment a Particle 18. Una cople en est transmtee au Bureau hntemational. 



. feulDes. 



Ce rapport de recherche Internationale comprend 3 

[X| II est aussl accompagne <fune cople de chaque document relatff a l'6tat de la technique qui y est ctte\ 



1 . Base du rapport 



b. 



& 



En ce qui concerne la langue, la recherche Internationale a 6t6 effectuee sur la base de la demande Internationale dans la 
langue dans laqueile elle a 6te deposee, sauf Indication contralre dormee sous le meme point 

| | la recherche Internationale a 4t£ effectuee sur la base cfune traduction de la demande Internationale remise a radmlnlstration. 

En ce qui concerne lee sequences de nucleotides ou cfacides amines dtvulguees dans la demande Internationale (le cas echeant), 
la recherche Internationale a 6t£ effectuee sur la base du llstage des sequences : 
corttenu dans la demande Internationale, sous forme ecrtte. 



□ 
O 
□ 

□ 



ddposee avec la demande Internationale, sous forme dechlffrable par ordlnateur. 

remls utt6rieurement a radmlnlstration, sous forme ecrtte. 

remls utterfeurement a radmlnlstration, sous forme dechlffrable par ordlnateur. 

La declaration, selon laqueile le llstage des sequences present© par ecrft et fouml uttdrteurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation falte dans ta demande telle que d6posee, a 6te foumle. 

La declaration, selon laqueile tea Informations enreglstrees sous forme dechlffrable par ordJnateur sont Wentiques a cedes 
du Dstage des sequences presents par ecrtt, a 6te foumle. 



2. 

a 

4. 



| | II aet* estlm* que certaines revindications ne pouvaient pas falre I'objet d*une recherche (voir le cadre I). 
| | II y a absence d'unft* de I'lnvention (voir le cadre II). 

En ce qui concerne le tttre, 

| | le texte est approuv£ tel qull a 6te remls par le deposant 

PH Le texte a 6t6 dtabO par radmlnlstration et a la teneur sulvante: 
FRACTIONS MEMBRANAIRES BACTERIENNES IMMUNOSTIMULANTES DANS LE TRAITEMENT 
DE CANCERS 

En ce qui concerne I'abrege, 

[Y| le texte est approuve tel qull a 4t6 remls par le deposant 

■ — I le texte (reprodutt dans le cadre III) a 6te etabll par radmlnlstration conformement a la regie 38.2b). Le deposant pent 

| I presenter des observations a radmlnlstration dans un delal cTun mols a compter de la date d'expecNtion du present rapport 

de recherche Internationale. 
La figure dee deasin a publler avec I'abrege est la Rgure n° 

| [ suggdree par le deposant 

| | parce que le ddposant n*a pas sugger$ de figure. 

| | parce que cette figure caractdnse mleux ^Invention. 



Aucune des figures 
n'est a publler. 
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FR 2 726 472 A (PF MEDICAMENT) 
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SEQ. ID. N°2 

page 1; revendlcatlons 1-6 

FR 2 596 064 A (PF MEDICAMENT) 
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26 juln 1981 (1981-06-26) 



1-3, 

6-24, 

28-32 



1-3,5, 

7-24, 

26-32 



1-4,7, 
10,11, 
14-16, 
23-30 



le document en entler 



-/— 



m 



Voir la suite du cadre C pour la fin de la Date des documents 



Les documents de famBles de brevets sort Indlques en annexe 



° Categories specJates de documents ottes: 

"A" document deflntesant fetat general de la technique, non 

conskJe re comme partJcuflerement pertinent 
"E" document anterleur, mala pubOe a la date de depot tntematlonal 

ou apres cette date 
f document pouvant )eter un doute sur une revendlcatJon de 

prtortte ou cttd pour determiner la date de publication tf une 

autre citation ou pour une raJaon spedaJe (teDe qi/tndlquee) 
■O* document se rate rant a une divulgation orate, a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 
•P" document pubfle avant la date de depot (international, mats 

posterleurement a la date de prtortte reveraflquee 



T document utterteur pubOe apres la date de depot International ou ta 
date de prlorfte et rfappattenenant pas a retat de la 
technique pertinent, mals cite pour comprendre le prtncfce 
ou la theorte consffiuant la base de Plnventlon 

"X a document partteuflerernent pertinent; Nnven rjon revendJquee ne peut 
etre consberee comme nouvelte ou comme trnpBquant une actrvtte 
Inventtve par rapport au document constdere teolement 

■Y" document partteuDerement pertinent; rtnven tlon revendlquee 
ne peut etre conslderee comme Impllquant une actrvtte Inventive 
lorsque le document est assocle a un ou plusteure autres 
documents de merne nature, cette combtnal&on etant 6 vfdente 
pour une pereonne du metier 

"&° document qui fan partle de la memo famine de brevets 
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7 juln 2000 
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(57) Abrege 

La pr£sente invention a pour objet Tutilisation d'une fraction membranaire de bacteries i gram negatif, notamment de Klebsiella 
pneumoniae pour la preparation d'une composition pharmaccutique immunostimulante et/ou capable d'induire une reponse immunitaire 
amitumorale. destinde en particulier au traitement et a la prevention des cancers. L'inveniion comprend en outre des proeddes de 
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1. Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 8 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

S || est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
('administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et ('instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent 4 feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 
I S Base du rapport 



II 
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Priorite 


IN 
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Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle 


IV 
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Absence d'unite de I'invention 


V 




Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 


VI 
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Certains documents cites 


VII 
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Irregularites dans la demande Internationale 


VIII 


(3 


Observations relatives a la demande Internationale 
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intemationale 
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I'examen preliminaire international: 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR00/00623 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande intemationale (/es feuilles de remplacement qui ont ete remises 
a I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a /'article 14 sont considerees dans le present 
rapport comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'eiles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 17)) : 

Description, pages: 

1-16 version initiale 

Revendications, N°: 

1 -28 regue(s) avec teiecopie du 1 6/03/2001 

Dessins, feuilles: 

1/2,2/2 version initiale 



2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiquSs ci-dessus etaient k la disposition de I'administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande intemationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche intemationale (selon la regie 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande intemationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire intemationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
intemationale (le cas ech§ant), I'examen preliminaire intemationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande intemationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande intemationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement k I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement h I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par 6crit et fourni ulterieurement ne va pas au-del& 
de la divulgation faite dans la demande telle que d6pos£e, a 6t£ foumie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistr£es sous dechiffrable par ordinateur sont identiques k 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraine I'annulation : 
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□ de la description, pages : 

□ des revendications, n°* : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a 6t6 formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6te consid6r6es 
comme allant au-dela de l'expos6 de ('invention tel qu'il a 6Xe d6pos§, comme il est indique ci-aprds (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas ech^ant : 



V. Declaration motivee selon ('article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilit ' 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : 

Non : 

Activite inventive Oui : 

Non : 

Possibility d'application industrielle Oui : 

Non : 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VI. Certain documents cites 

1. Certains documents publies (r&gle 70.10) 
et /ou 

2. Divulgations non ecrites (regie 70.9) 
voir feuille separee 



VII. Irregularites dans la demande internationale 

Les irregularites suivantes, concemant la forme ou le contenu de la demande internationale, ont £t6 constatees : 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande internationale 



Revendications 3-28 

Revendications 1 , 2 

Revendications 

Revendications 1 -28 

Revendications 1 -28 
Revendications 
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PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande Internationale n° PCT/FR00/00623 



Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
voir feuille separee 
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Cone rnant I point VIII 

Observations relatives a la demande internationale (clarte) 

1 . La revendication 1 manque de clarte au sens de I'Article 6 du PCT car elle definie 
('utilisation de la combinaison fraction membranaire de bacteries a gram negatif, en 
particulier Klebsiella pneumoniae, en termes de resultat recherche 
("immunostimulante", "capable d'induire une reponse immunitaire antitumorale) et 
ne constitue pas une indication therapeutique (voir les Directives relatives a 
I'examen, C-lll 4.7). 

A I'inverse, ['utilisation de cette fraction membranaire doit se rapporter a une 
application therapeutique clairement delimitee (par exemple selon les revendications 
22 et 23). 

Concernant le point V 

Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, lactivit' 
inventive et la possibility d'application industrielle; citations et explications a 
I'appui de cette declaration 

1 . Remarques preliminaires: 

Les modifications deposees avec le telefax du 16 mars 2001 sont recevables et ne 
s'etendent pas au-dela de la demande telle que deposee. 

Ces modifications incluent la caracterisation des fractions membranaires de bacteries 
gram-negatif comprenant des proteoqlvcannes . Cette caracteristique etait deja 
presente implicitement, etant bien entendu que les membranes bacteriennes 
fractionnees comportent de telles molecules. De plus la presente demande ne 
demontre en aucune fagon que les proteoglycannes sont le compose actif pour 
rimmunostimulation. II apparaTt plutot d'apres Tart anterieur que la proteine P40 soit 
elle-meme I'immunostimulant. 

2. II est fait reference aux documents suivants: 

D1: FR-A-2 726 472 (PF MEDICAMENT) 10 mai 1996 (1996-05-10) 
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D2: FR-A-2 471 785 (PF MEDICAMENT), 21 Decembre 1979 (1979-12-21) 
D3: FR-A-2 596 064 (PF MEDICAMENT) 25 septembre 1 987 (1 987-09-25) 

3. L'objet des revendications 1 et 2 rVest pas considere comme nouveau dans le sens 
de I'Article 33(2) PCT. 

3.1 Le document D1 revele que la proteine OmpA P40 issue de membranes de 
bacteries du genre Klebsiella agit seuje comme agent immunostimulant en particulier 
provoquant une reponse immunitaire cellulaire sur les lymphocytes Th1 et surtout 
en activant les macrophages (voir D1, page 1, ligne 1-3; page 17, exemple 5, 1.b et 
1.3 ; revendications 1-6 ). De plus, cette proteine en elle-meme constitue une fraction 
membranaire, ce qui est egalement envisage dans la presente demande (voir page 
3, lignes 29 - page 4, lignes 1-2). Meme si cette proteine est envisagee dans D1 
comme adjuvant, cela n'enleve rien a son effet immunostimulant comme demontre 
dans I'exemple 5 cite. 

Au vu de cette divulgation, les revendications 1-2 ne semblent done pas nouvelles. 

4. L'objet des revendications 1-28 n'implique pas d'activite inventive et ne remplit 
pas les conditions de ('Article 33(3) PCT. 

4.1 II n'apparait pas clairement quel probleme technique se doit de resoudre la 
revendication 3, qui ne semble done pas apporter d'element inventif. 

4.2 Les revendications 4 et 5 sont dirigees vers I'utilisation de fractions 
membranaires obtenues selon deux precedes differents, et les revendications 
25-27 cherchent a proteger les dits procedes. 

Cependant ces procedes, utilises dans la revendication 4 est un procede 
courant d'isolement de membranes utilise en laboratoire (centrifugation, 
chauffage, traitement avec une enzyme proteolytique, puis lavages et enfin 
sonication). Ce procede est egalement decrit dans D2 pour I'extraction de 
ribosomes (voir page 2, ligne 19- page 4, ligne 7) 

Le procede utilise dans la revendication 5 quant a lui est deja decrit dans D3, 
exemple 1 . 
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Par consequent, une composition pharmaceutique ou bien I'utilisation d'une 
fraction membranaire selon les precedes decrits (revendications 24, 25 et 3, 4 
respectivement) ne comportent pas d'activite inventive, I'homme du metier 
connaissant ceux-ci les auraient utilises comme alternative evidente afin 
d'obtenir des fractions membranaires contenant la proteine P40, responsable 
de I'effet immunostimulant. 

4.3 Les agents qui vehiculent ladite fraction membranaire ou bien qui regulent les 
reponse immunitaire selon les revendications 6-16 representent des solutions 
tout a fait evidentes dans le but d'une meilleure la stabilite et ameliorer la 
capacite immunostimulante de la preparation de la presente demande. 

4.4 Les revendications 17-23 et 26-28 ont trait a la juxtaposition d'un traitement 
anticancereux a I'administration de la fraction membranaire de la presente 
demande. Ceci constitue simplement un traitement anticancereux classique 
additionnel sans aucun effet synergique demontre (aucun exemple n'est fourni 
a cet egard) qui ne peut done apporter d'element inventif. 



Concernant le point VI 
Certains documents cites 

Certains documents publies (regie 70.10) 

Date de priorite 

Demande n° Date de publication Date de depdt (valablement revendiquee) 

Brevet n° (jour/mois/ann£e) (jour/mois/ann£e) Qour/mois/ann6e) 

WO 00/27432 1 8.05.2000 08. 1 1 . 1 999 06. 1 1 . 1 998 

Ce document revele que la proteine OmpA d'enterobacterie , en particulier la P40 de 
Klebsiella, est utilisee comme composition pharmaceutique contre le cancer (voir page 9, 
lignes 1-14 et revendications 21-25). Cette divulgation apparait done comme prejudiciable 
pour la nouveaute des revendications 1 , 2, 6-9, 23, 28-29 en phase regionale aupres de 
I'OEB. 



Formulaire PCT/Feuille separee/409 (feuille 3) (OEB-avril 1997) 



RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationale n° PCT/FR00/00623 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Concernant le point VII 

Irregularites dans la demande intemationale 

1 . Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas 
I'etat de la technique anterieure pertinent expose dans les documents D1-D3 et 
ne cite pas ces documents. 
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REVENDICATTONSS 



1/ Utilisation d'une fraction membranaire de bactfiries & gram nggatif 
comprenant des protfoglycannes pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique immimostimulante, et/ou capable d'induke une reponse immunitaire 
antitumorale. 

21 Utilisation selon la revendicadon 1. caract£risee en ce que la fraction 
membranaire comprend une fraction membranaire de Klebsiella pneumoniae. 

3/ Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caiacteris&e en ce que la 
fraction membranaire conq>rend an moins des fractions membianaires de deux souches 
differentes de bacteries. 

4/ Utilisation selon Tune des rcvendications I 4 3, caract£ris£e en ce que 
la fraction membranaire est pr^parfe par un proc£d£ comprenant les etapcs suivantes : 

a) la culture desdites bacteries dans un milieu de culture pennettant leur croissance 
15 suivie d*une centrifugation de ladite culture ; 

b) le cas echeant, deactivation des enzymes lytiques du culot de bactgries obtenu k 
l'etape a), puis centrifugation de la suspension obtenue ; 

c) extraction et Elimination des prolines non membranaires et des acides nucleiques 
du culot obtenu & l'6tape a) ou b) par au moins un cycle de lavage du culot dans 

20 une solution d'extraction ; 

d) digestion du culot de membranes obtenu i Tetape c) en presence d'enzymes 
prot£asiques suivie d'une centrifugation ; 

e) au moins un cycle de lavage du culot obtenu & l'etape d) dans une solution 
pbysiologique et/bu dans de Peau distillee ; et 

25 f) ultrasonication du culot obtenu & l'etape e). 

5/ Utilisation selon Tune des revendications 14 3, caract£ris£e en ce que 
la fraction membranaire est preparee par un proc6d£ comprenant les Stapes suivantes : 
a) la culture desdites bacteries dans un milieu de culture pennettant leur croissance 
suivie 1 cas 6ch6ant d'une centrifugation ; 
30 b) la congelation du milieu de culture ou du culot obtenu & l'Stape a) suivie d'une 
d£cong£lation et du sdchage des cellules ; 
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c) elimination au moyen d'une DNase dcs acides nuclgiques des cellules sfcches 
obtenues ft l'etape b) remises en suspension ; 

d) broyage des cellules obtenues ft I'&ape c) et clarification de la suspension obienue ; 

e) precipitation en milieu acide de la suspension obtenue ft 1'ftape d) et 61imination du 
5 culot ; 

f) neutralisation du surnageant obtenu ft l'$lape e) contenant la suspension 
membranaire, suivie d'une dialyse et d'une concentration dc la suspension 
membranaire ; et 

g) sterilisation de la suspension membranaire concentr£e obtenue ft I*6tape f). 

10 6/ Utilisation selon Tune des revendications 14 5, caractfirisee en ce que 

la composition pharmaceutique comprend en outre un agent pennettant de v6hiculer 
ladite fraction membranaire sous une forme pennettant d'ameliorer sa stability et/ou 
son activity immunostimulante et/ou sa capacity d'induire une reponse immunitaire 
antitumorale. 

15 7/ Utilisation selon la revendication 6, caract&ris£e en ce que Iedit agent 

est de type Emulsion huile dans eau ou eau dans huile. 

8/ Utilisation selon la revendication 6, caracteris^e en ce que ledit agent 
est sous la fozme d'une particule de type liposome, microsphere, nanosphere ou tout 
type de structure pennettant I'encapsulation et la presentation sous forme particulate 
20 de ladite fraction membranaire. 

9/ Utilisation selon Fune des revendications l a 8, caraetfirisfe en ce que 
la composition pharmaceutique coraprend eri outre un agent pennettant de potential iser 
r activity immunostimulante et/ou la reponse immunitaire antitumorale desdites 
fractions membranaires. 
25 10/ Utilisation selon la revendication 9, caract£ris6e en ce que l'agent 

pennettant de potentialiser Tactivite i mmu nostimulante et/ou la reponse immunitaire 
antitumorale desdites fractions membranaires est une cytokine. 

11/ Utilisation selon la revendication 9 % caract&isee en ce que l'agent 
pennettant de potentialiser Pactivite immunostimulante et/ou la reponse immunitaire 
30 antitumorale desdites fractions membranaires est un agent de regulation choisi parmi 
les hormones. 
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12/ Utilisation selon la revendication 9, caract£ris£e en ce que 1'agent 
permettam de potentialiser Pactivitc immunostimulante ec/ou la riponsc immunit&ire 
antinunorale desdites fractions membranaires est un agent de regulation choisi panni 
les facteurs de croissance. 
5 13/ Utilisation selon la revendication 9, caract£ris6e en ce que 1'agent 

pennettant de potentialiser Tactivite immiinostimulaiite et/ou la rtponse immunitaire 
antitumorale desdites fractions inembranaires est un composS cellulaire. 

14/ Utilisation selon la revendication 13, caracterisee en ce que ledit 
compos£ cellulaire est un acide nuct&ique choisi panni les ADN et les ARN. 
10 13/ Utilisation selon la revendication 13, caracterisfie en ce que ledit 

compost cellulaire est un compose de la famille des ribosomes. 

16/ Utilisation selon la revendication 13, caracterisee en ce que ledit 
compost cellulaire est une proline de la famille des proteines de choc thermique. 

17/ Utilisation selon rune des revendications 1 a 16, pour la preparation 
15 d'une composition pharmaceutique destinge a etre administrSe en association avec un 
traitement anticanc£reux. 

18/ Utilisation selon la revendication 17, caract£ris£e en ce que le 
traitement anticancereux est une chimiotherapie et/ou une radioth6rapie« 

19/ Utilisation selon Tune des revendications 17 et 18, pour la preparation 
20 d'uce composition pharmaceutique destinfie & etie administree simultanement, 
sgpar^ment ou £tal£e dang le temps avec !e traitement anticasc£reux. 

20/ Utilisation selon la revendication 19, caracterisee en ce que la 
composition phaxmaceutique est administr6e par voie ent6rale ou parent&ale. 

21/ Utilisation selon Tune des revendications 17 a 20, caracterisee en ce 
25 que ledit traitement anticancereux associe est un traitement chimiothfoapeutique 
comprenant un inhibiteur de proteases ou un composg i activity anti-angiogenique. 

22/ Utilisation selon Tune des revendications 1 ft 21, pour la prevention 
et/ou le traitement des cancers. 

23/ Utilisation selon la revendication 22, pour la prevention et/ou le 
30 traitement des cancers de la vessie, de la prostate, du colon, du foie et des mfilanomes 
malins, 

FEUILLE MODIFI E 
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24/ Composition pharmaceutique comprenanl une fraction membranaire de 
bacteries a gram ncgatif comprenant des proteoglycannes susceptibles d'etre obtenus 
par vm precede de preparation d'une fraction membranaire tel que decrit ri«n« 
revendication 4 ou 5. 

5 25/ Composition pharmaceutique selon la revendication 24, caracterisee en 

ce que ladite bacterie a gram negatif est Klebsiella pneumoniae. 

26/ Composition pharmaceutique selon la revendication 24 on 25, 
caracterisee en ce qu'elle est associee a un traitement anticancereux par cbirniomerapie 
et/ou par radiotherapie. 

10 27/ Composition pharmaceutique selon la revendication 26, caracterisee en 

ce qu'elle contient un compose" anticancereux comme produit de combinaison pour une 
utilisation simultanee, separee ou etalee dans le temps. 

28/ Composition pharmaceutique selon la revendication 27, caracterisee en 
ce que ledit compose anticancereux est choisi parmi les mtribiteure dc proteases ou 

is parmi les composes presentant une activite anti-angiogfinique . 
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CLAIMS 



1/ The use of a membrane fraction of Gram-negative 
bacteria for preparing an immunostimulant 
5 pharmaceutical composition capable of inducing an 

antitumor immune response. 

2/ The use as claimed in claim 1, characterized in 
that the membrane fraction comprises a membrane 
10 fraction of Klebsiella pneumoniae , 

3/ The use as claimed in claim 1 or 2, characterized 
in that the membrane fraction comprises at least 
membrane fractions of two different strains of 
15 bacteria. 

4/ The use as claimed in one of claims 1 to 3, 
characterized in that the membrane fraction is 
prepared using a method comprising the following 
20 steps: 

a) culturing of said bacteria in a culture medium 
which allows their growth, followed by 
centrif ugation of said culture; 
25 b) where appropriate, deactivation of the lytic 

enzymes of the bacterial pellet obtained in 
step a) , then centrif ugation of the suspension 
obtained; 

c) extraction and elimination of the non-membrane- 
30 bound proteins and of the nucleic acids of the 

pellet obtained in step a) or b) with at least 
one cycle of washing the pellet in an 
extraction solution; 

d) digestion of the membrane pellet obtained in 
35 step c) in the presence of protease enzymes, 

followed by centrif ugation; 

e) at least one cycle of washing the pellet 
obtained in step d) in a physiological solution 
and/or in distilled water; and 



f) ultrasonication of the pellet obtained in step 
e) . 



The use as claimed in one of claims 1 to 3, 
characterized in that the membrane fraction is 
prepared using a method comprising the following 
steps : 



a) culturing of said bacteria in a culture medium 
which allows their growth, followed, where 
appropriate, by centrif ugation; 

b) freezing of the culture medium or of the pellet 
obtained in step a) , followed by thawing and 
drying of the cells; 

c) elimination, using a DNase, of the nucleic 
acids from the dried cells obtained in step b) , 
which have been resuspended; 

d) grinding of the cells obtained in step c) and 
clarification of the suspension obtained; 

e) precipitation, in acid medium, of the 
suspension obtained in step d) and elimination 
of the pellet; 

f) neutralization of the supernatant obtained in 
step e) containing the membrane suspension, 
followed by dialysis and concentration of the 
membrane suspension; and 

g) sterilization of the concentrated membrane 
suspension obtained in step f ) . 



The use as claimed in claim 2, characterized in 
that the membrane fraction is . the Klebsiella 
pneumoniae P40 protein of sequence SEQ ID No. 2, a 
fragment thereof or a protein, the sequence of 
which exhibits a percentage identity of at least 
80% with the sequence SEQ ID No. 2. 



The use as claimed in one 
characterized in that 
composition also comprises an 



of claims 1 to 6, 
the pharmaceutical 
agent for vehiculing 
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said- membrane fraction in a form which makes it 
possible to improve its stability and/or its 
immunostimulant activity and/or its capacity to 
induce an antitumor immune response. 

5 

8/ The use as claimed in claim 7, characterized in 
that said agent is of the oil-in-water or water- 
in-oil emulsion type - 

10 9/ The use as claimed in claim 7, characterized in 
that said agent is in the form of a particle of 
the liposome, microsphere or nanosphere type, or 
any type of structure which enables said membrane 
fraction to be encapsulated and presented in 

15 particulate form. 

10/ The use as claimed in one of claims 1 to 9, 
characterized in that the pharmaceutical 
composition also comprises an agent for 
20 potentiating the immunostimulant activity and/or 

the antitumor immune response of said membrane 
fractions . 

11/ The use as claimed in claim 10, characterized in 
25 that the agent for potentiating the 

immunostimulant activity and/or the antitumor 
immune response of said membrane fractions is a 
cytokine . 

30 12/ The use as claimed in claim 10, characterized in 
that the agent for potentiating the 

immunostimulant activity and/or the antitumor 
immune response of said membrane fractions is a 
regulatory agent chosen from hormones. 

35 

13/ The use as claimed in claim 10, characterized in 
that the agent for potentiating the 
immunostimulant activity and/or the antitumor 
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immune response of said membrane fractions is a 
regulatory agent chosen from growth factors. 

14/ The use as claimed in claim 10, characterized in 
5 that the agent for potentiating the 

immunostimulant activity and/or the antitumor 
immune response of said membrane fractions is a 
cellular compound . 

10 15/ The use as claimed in claim 14, characterized in 
that said cellular compound is a nucleic acid 
chosen from DNAs and RNAs . 

16/ The use as claimed in claim 14, characterized in 
15 that said cellular compound is a compound of the 

ribosome family. 

17/ The use as claimed in claim 14, characterized in 
that said cellular compound is a protein of the 
20 heat-shock protein family. 

18/ The use as claimed in one of claims 1 to 17, for 
preparing a pharmaceutical composition intended to 
be administered in combination with an anticancer 
25 treatment. 

19/ The use as claimed in claim 18, characterized in 
that the anticancer treatment is chemotherapy 
and/ or radiotherapy . 

30 

20/ The use as claimed in either of claims 18 and 19, 
for preparing a pharmaceutical composition 
intended to be administered simultaneously with, 
separately from or spread out over time with the 
35 anticancer treatment. 

21/ The use as claimed in claim 20, characterized in 
that the pharmaceutical composition is 
administered via the enteral or parenteral route. 
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22/ The use as claimed in one of claims 18 to 21, 
characterized in that said combined anticancer 
treatment is a chemotherapeutic treatment 
comprising a protease inhibitor or a compound with 
5 anti-angiogenic activity. 

23/ The use as claimed in one of claims 1 to 22, for 
preventing and/or treating cancers. 

10 24/ The use as claimed in claim 23, for preventing 
and/or treating bladder cancers, prostate cancers, 
colon cancers, liver cancers and malignant 
melanomas » 

15 25/ A method for preparing a membrane fraction of 
Gram-negative bacteria, characterized in that it 
comprises the following steps: 

a) culturing of said bacteria in a culture medium 
20 which allows their growth, followed by 

centrif ugation of said culture; 

b) where appropriate, deactivation of the lytic 
enzymes of the bacterial pellet obtained in 
step a) , then centrif ugation of the suspension 

25 obtained; 

c) extraction and elimination of the non-membrane- 
bound proteins and of the nucleic acids of the 
pellet obtained in step a) or b) with at least 
one cycle of washing the pellet in an 

30 extraction solution; 

d) digestion of the membrane pellet obtained in 
step c) in the presence of protease enzymes, 
followed by centrif ugation ; 

e) at least one cycle of washing the pellet 
35 obtained in step d) in a physiological solution 

and/or in distilled water; and 

f) ultrasonication of the pellet obtained, in step 
e) . 
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26/ A' method for preparing a membrane fraction of 
Gram-negative bacteria, characterized in that it 
comprises the following steps: 

5 a) culturing of said bacteria in a culture medium 

which allows their growth, followed, where 
appropriate, by centrif ugation; 

b) freezing of the culture medium or of the pellet 
obtained in step a) , followed by thawing and 

10 drying of the cells; 

c) elimination, using a DNase, of the nucleic 
acids from the dried cells obtained in step b) , 
which have been resuspended; 

d) grinding of the cells obtained in step c) and 
15 clarification of the suspension obtained; 

e) precipitation, in acid medium, of the 
suspension obtained in step d) and elimination 
of the pellet; 

f) neutralization of the supernatant obtained in 
20 step e) containing the membrane suspension, 

followed by dialysis and concentration of the 
membrane suspension; and 

g) sterilization of the concentrated membrane 
suspension obtained in step f ) . 

25 

27/ The method as claimed in claim 25 or 26, 
characterized in that said Gram-negative bacterium 
is Klebsiella pneumoniae . 

30 28/ A membrane fraction which can be obtained using a 
method as claimed in one of claims 25 to 27. 

29/ A pharmaceutical composition comprising a membrane 
fraction as claimed in claim 28. 



35 



30/ A pharmaceutical composition comprising a membrane 
fraction of a Gram-negative bacterium, in 
particular of Klebsiella pneumoniae, or a 
pharmaceutical composition as claimed in claim 29, 
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characterized in that it is combined with an 
anticancer treatment by chemotherapy and/or by 
radiotherapy . 



5 31/ The pharmaceutical composition as claimed in claim 
30, characterized in that it contains an 
anticancer compound as a combination product for 
use which is simultaneous, separate or spread out 
over time. 

0 

32/ The pharmaceutical composition as claimed 
30, characterized in that said anticancer 
is chosen from protease inhibitors 
compounds with anti-angiogenic activity. 
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the international application as originally filed. 




[X] the description, 


pages 1-16 

pages 

pages 


, as original Iv filed. 
, filed with the demand. 
. filed with the letter of . 






pages 


. filed with the letter of - 




^ the claims, 


Nos. 


. as originally filed. 






Nos. 


, as amended under Article 1 9, 
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16 March 2001 (1 6.03.200 1) 
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4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1. Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (I A) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



3-28 



1,2 



1-28 



1-28 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

1. Preliminary observations: 

The amendments submitted with the facsimile dated 16 
March 2001 are admissible and do not extend beyond 
the content of the application as filed. 
Said amendments include the characterisation of 
proteoglycan-containing gram-negative bacteria 
membrane fractions. Said feature was already 
implicitly v y present , as it was understood that the 
fractionated bacterial membranes comprise such 
molecules. Moreover, the present application does 
not in any way demonstrate that said proteoglycans 
are the active compound for achieving 
immunostimulation. From the prior art, it would 
appear, rather, that the protein P40 itself has 
immunostimulatory properties. 

2. Reference is made to the following documents: 

Dl: FR-A-2 726 472 (PF MEDICAMENT) 10 May 1996 
(1996-05-10) 

D2: FR-A-2 471 785 (PF MEDICAMENT), 21 December 1979 
(1979-12-21) 
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D3: FR-A-2 596 064 (PF MEDICAMENT) 25 September 1987 
(1987-09-25) 

3, The subject matter of Claims 1 and 2 is not 
considered novel under the terms of PCT Article 
33 (2) . 

3.1 Document Dl discloses that the protein OmpA P40, 
obtained from membranes of bacteria of the 
Klebsiella genus, acts by itself as an 
immunostimulant , in particular by generating a 
cellular immune response on Thl lymphocytes and 
especially by activating macrophages (see Dl, page 
1, lines 1-3; page 17, example 5, l.b and 1.3; 
Claims 1-6) . Moreover, said protein itself is a 
membrane fraction, which is also considered in the 
present application (see page 3, lines 29 to page 4, 
lines 1-2) - Even if said protein is considered as an 
adjuvant in Dl, this does not in any way negate its 
immunostimulatory effect, as shown in Example 5, 
which is cited. 

In view of said disclosure, Claims 1-2 do not 
therefore appear to be novel. 

4. The subject matter of Claims 1-28 does not involve 
an inventive step and does not fulfil the 
requirements of PCT Article 33(3). 

4.1 The technical problem that Claim 3 aims to solve 
does not appear clearly; it does not therefore 
contribute to the inventiveness of the subject 
matter . 
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4.2 Claims 4 and 5 are directed to the use of 
membrane fractions obtained by means of two 
different methods, and Claims 25-27 aim to protect 
said methods. 

However the method used in Claim 4 is a standard 
method used in laboratories for isolating membranes 
(centrifuging, heating, proteolytic enzyme treatment 
followed by rinsing and finally sonication) . Said 
method is also described in D2, in which it is used 
to extract ribosomes (see page 2, line 19 to page 4, 
line 7 ) . 

As for the method used in Claim 5, it is already 
described in D3, example 1. 

Consequently, a pharmaceutical composition, or the 
use of a membrane fraction according to the methods 
described (Claims 24, 25 and 3, 4 respectively), do 
not involve an inventive step, since a person 
skilled in the art, aware of said methods, would 
have used them as an obvious alternative to obtain 
membrane fractions containing the protein P40, which 
is responsible for the immunost imulatory effect. 

4.3 The solutions provided by the agents acting as 
carriers for said membrane fraction or regulating 
the immune response according to Claims 6-16, with a 
view to enhance stability and the immunostimulatory 
properties of the preparation of the present 
application, are quite obvious. 

4.4 Claims 17-23 and 26-28 relate to the association of 
a cancer treatment with the delivery of the membrane 
fraction of the present application. This measure 
simply amounts to an additional cancer treatment 
without any synergistic effect being shown (no 
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example is provided in this regard) , and therefore, 
cannot contribute to the inventiveness of the 
subject matter. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: VI. 

WO 00/27432 18.05.2000 08.11.1999 06.11.1998 

Said document discloses that the protein OmpA of 
enterobacteria, in particular the protein P40 of 
Klebsiella, is used as a pharmaceutical composition to 
treat cancers (see page 9, lines 1-14 and Claims 21-25) . 
This disclosure therefore will be prejudicial to the 
novelty of Claims 1, 2, 6-9, 23, 28-29 upon entering the 
regional phase at the EPO. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/FR 00/00623 



VI L Certain defects in the international application 

The foil wing defects in the form or contents of the international application have been noted: 

Contrary to the requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii) , the 
description does not outline the relevant prior art set 
forth in documents D1-D3 and does not cite these 
documents . 
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Form PCT/IPEA/409 (Box VII) (January 1994) 
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International application No. 


INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


PCT/FR 00/00623 


VIIL Certain observations on the international application 


The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 


supported by the description, are made: 




Claim 1 lacks clarity under PCT Article 


6, since it 



defines the use of the gram-negative bacteria membrane 
fraction combination, in particular from Klebsiella 
pneumoniae, in terms of the result to be achieved 
( w immunostimulatory" , "capable of inducing an antitumoral 
immune response" ) and does not constitute a therapeutic 
indication (see PCT Guidelines, Chapter III-4.7). 



Conversely, the use of said membrane fraction must relate 
to a clearly delimited therapeutic use (e.g. as per Claims 
22 and 23) . 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 



PCT/FROO/0 



TRAITE DE^OPERATION EN MATIERE|g^ BREVETS 

Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION D'ELECTION 

(regie 61.2 du PCT) 


Destinataire: 

Commissioner 

US Department of Commerce 
uiiiicu oiditib raieni ana i raoemarK 
Office, PCT 

2011 South Clark Place Room 
CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

en sa qualite d'office elu 


Date d'expedrtion (jour/mo is/an nee) 

01 novembre2000 (01.11.00) 


Demande Internationale no 

PCT/FR00/00623 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
340646/17974 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

15 mars 2000(15.03.00) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
15 mars 1999 (15.03.99) 


Deposant 

LIBON, Christine etc 



1. L'office designe est a vise de son election qui a ete faite: 

| X| dans la demande d'examen preliminaire international presentee a I'administration chargee de I'examen prelii 

09 octobre 2000 (09. 1 0.00) 



international le: 



I | dans une declaration visant une election ulterieure deposee aupres du Bureau international le: 



2. L'election | X | a ete faite 

_ _ ._. | | „n'a pas ete faite - ... - _ - ._. - - - - 

avant I'expiration d'un delai de 19 mois a compter de la date de priorite ou, lorsque la regie 32 s'applique, dans le delai vise 
a la regie 32.2b). 





Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneve 20, Suisse 

no de telecopieur: (41-22) 740.14.35 


Fonctionnaire autorise 

Maria Kirchner 

no de telephone: (41-22) 338-83.38 



Formulaire PCT/IB/331 (juillet 1992) 



FR0000623 



PATENT^OOPE RATION TREATY wo 00/54790 

PCT/FROO/00623 
From the INTERNATIONAL BUREAU 

FCT 



NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE 
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL 
APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES 

(PCT Rule 47.1(c), first sentence) 



Date of mailing (day/month/year) 
21 September 2000 (21.09.00) 



Applicant's or agent's file reference 
340646/17974 


IMPORTANT NOTICE 


International application No. 
PCT/FROO/00623 


International filing date (day/month/year) 
15 March 2000 (15.03.00) 


Priority date (day/month/year) 
15 March 1999 (15.03.99) 


Applicant 

PIERRE FABRE MEDICAMENT etc 



1. Notice is hereby given that the International Bureau has communicated, as provided in Article 20, the international application to 
the following designated Offices on the date indicated above as the date of mailing of this Notice: 
AU.US 



MARTIN, Jean-Jacques 
Cabinet Regimbeau 
26, avenue Kleber 
F-75116 Paris 

FRANCE [stamp] 



In accordance with Rule 47.1(c), third sentence, each designated Office will accept the present Notice as conclusive evidence that 
the communication of the international application has duly taken place on the date of mailing indicated above and no copy of the 
international application is required to be furnished by the applicant to the designated Office(s). 

2. The following designated Offices have waived their requirement whereby this communication must take place by that date: 

BR,CA,CN,EP,JP,MX, ZA 

Communication will take place only when requested by these Offices. Moreover, the applicant is not required to furnish a copy of 
the international application to the Offices in question (Rule 49.1)a-bis)). 

3. Enclosed with this Notice is a copy of the international application as published by the International Bureau on 
21 September 2000 (21.09.00) under No. WO/ 00/54790 

REMINDER REGARDING CHAPTER 11 (Article 31.2)(a) and Rule 54.2) 

If the applicant wishes to postpone entry into the national phase until 30 months (or later in some Offices) from the priority 
date, a demand for international preliminary examination must be filed with the competent International Preliminary 
Examining Authority before the expiration of 19 months from the priority date. 

if i^tne~appijcant*s so!^ — ■ - - — — - — 

Note that only an applicant who is a national or resident of a PCT Contracting State which is bound by Chapter II has the right 
to file a demand for international preliminary examination. 

REMINDER REGARDING ENTRY INTO THE NATIONAL PHASE (Article 22 or 39(1)) 

If the applicant wishes to proceed with the international application in the national phase, he must, within 20 months or 
30 months, or later in some Offices, perform the acts referred to therein before each designated or elected Office. 

For further important information on the time limits and acts to be performed for entering the national phase, see the Annex to 
Form PCT/IB/301 (Notification of Receipt of Record Copy) and Volume II of the PCT Applicant's Guide. 





Authorized officer: 


The International Bureau of WIPO 




34, chemin des Colombettes 




1211 Geneva 20, Switzerland 


J. Zahra 


Facsimile No. (41-22) 740.14.35 


Telephone No. (41-22)338.83.38 



Form PCT/IB/308 (July 1996) 



# 



Copie a I'intention de 1* office elu (EO/US) 

TRAITE C^OOPERATION EN MATIER 



PCT/FROO/00 



E BREVETS 

Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT 
D'UN CHANGEMENT 

(regie 92bis.1 et 
instruction administrative 422 du PCT) 


Destinataire: 

MARTIN, Jean-Jacques 
Cabinet Regimbeau 
20, rue de Chazelles 
F-75847 Paris Cedex 17 
FRANCE 


Date d'expedrtion (jour/mo is/an nee) 
29 mars 2001 (29.03.01) 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
340646/17974 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande Internationale no 
PCT/FR00/00623 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
15 mars 2000(15.03.00) 



1. Les renseignements suivants etaient enregistres en ce qui concerne: 
| | le deposant | | I'inventeur | X| le mandataire | | le representant commun 



Norn et adresse 

MARTIN, Jean-Jacques 
Cabinet Regimbeau 
26, avenue Kleber 
F-75116 Paris 
FRANCE 


Nationalite (nom de I'Etat) 


Domicile (nom de I'Etat) 


no de telephone 
01 45 00 92 02 


no de telecopieur 
01 45 00 46 12 


no de teleimprimeur 


2. Le Bureau international notifie au deposant que le changement indique ci-apres a ete enregistre en ce qui concerne: 
| | la personne | | le nom | X | I'adresse | | la nationalite | | le domicile 


Norn et adresse 

MARTIN, Jean-Jacques 
Cabinet Regimbeau 
20, rue de Chazelles 

F-75R47 Paric P.pHoy 17 

FRANCE 


Nationalite (nom de I'Etat) 


Domicile (nom de I'Etat) 


no de telephone 
01 44 29 35 00 


no de telecopieur 
01 44 29 35 99 


no de teleimprimeur 



3. Observations complementaires, le cas echeant: 



4. Une copie de cette notification a ete envoyee: 

| X | a I'office recepteur | | aux offices designes concernes 

| | a I'administration chargee de la recherche internationale | X | aux offices elus concern6s 

| X [ a I'administration chargee de I'examen preliminaire international | | autre destinataire: 





Fonctionnaire autorise: 




Bureau international de I'OMPI 






34, chemin des Colombettes 


Kari Huynh-Khuong 




1211 Geneve 20. Suisse 




no de telecopieur (41-22) 740.14.35 


no de telephone (41-22) 338.83.38 




Formulaire PCT/IB/306 (mars 1994) 




003933055 



